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= (54) Title: METHOD FOR DIAGNOSING AND TREATING NTS-EXPRESSING CARCINOMAS AND METASTASES 

— (54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR DIAGNOSE UND BEHANDLUNG VON NIS -EXPRIMIERENDEN KARZINOMEN 
UND METASTASEN 

(57) Abstract: The invention relates to a method for diagnosing and/or treating sodium iodide symporter (NlS)-expressing pri- 
^ mai 7 carcinomas and metastases, preferably glandular carcinomas, particularly cancers of the thyroid, salivary gland, uterus, and 
^ breast, a pharmaceutical composition containing substances which induce or increase expression of the NIS or the function thereof, 
£^ consequently enhancing absorption of iodide in cells, and corresponding uses. The inventive method can be used for effective tu- 
^ mor-specific radioiodide absorption in the diagnosis and therapy of said carcinomas and metastases. 
I> 

^ (57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Diagnose und/oder Behandlung von Natrium-Jo- 
did-Symporter (NIS) exprimierenden primaren Karzinomen und Metastasen, vorzugsweise von glandularen Karzinomen, insbeson- 

g dere von Karzinomen der Schilddriise, der Speicheldruse, des Uterus und von Mammakarzinomen, sowie eine pharmakologische 
Zusammensetzung enthaltend Substanzen, welche die Expression des Symporters NIS bzw. dessen Funktion induzieren bzw. stei- 

Q gern und als Folge die Jodid-Aufnahme in die Zellen verstarken sowie entsprechende Verwendungen. Dies kann fur eine effektive 

^ tumorspezifische Radiojodid-Aufnahme in derDiagnostik und Therapie von genannten Karzinomen und Metastasen verwendet wer- 

1^ den. 
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Verfahren zur Dia gnose und Behandluna von NIS-exprimierenden Kar- 

zinomen und Metastasen 

Beschreibuna 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Diagnose und/oder 
Behandlung von Natrium-Jodid-Symporter (NIS) exprimierenden prima- 
ren Karzinomen und Metastasen, vorzugsweise von glandularen Karzi- 
nomen, insbesondere von Karzinomen der Schilddruse, der Speichel- 
driise, des Uterus und von Mammakarzinomen, sowie eine pharmakolo- 
gische Zusammensetzung enthaltend Substanzen, welche die Expressi- 
on bzw. die Funktion von NIS induzieren und/oder steigern und als Fol- 
ge die Jodid-Aufnahme in die Zellen verstarken, und entsprechende 
Verwendungen. Dies wird fur eine effektive organspezifische Radiojodid- 
Aufnahme in der Diagnostik und Therapie von genannten Karzinomen 
und Metastasen verwendet. 

Aus dem Stand der Technik sind einige Verfahren zur Diagnose und 
Behandlung von primaren glandularen Karzinomen und Metastasen 
glandularer Karzinome wie der Schilddruse, der Speicheldruse, des Ute- 
rus und von Mammakarzinomen bekannt. Zu bekannten Diagnosever- 
fahren gehoren die Sonographic, die Mammographie und die Kernspin- 
tomographie. Die Nachteile dieser Methoden liegen vor allem darin, 
dass sie kombiniert eingesetzt werden mussen, urn die Spezifitat der 
Diagnose zu erhohen. In der Regel wird eine Stanzbiopsie angeschlos- 
sen, die zu einer Verschleppung von Krebszellen und somit zur iatroge- 
nen Metastasierung fiihren kann. Die endgiiltige Diagnose muss durch 
operative Resektion bzw. Stanzbiopsie und histologische Untersuchung 
des Knotens gestellt werden, wobei sich oftmals herausstellt, dass der 
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Knoten gutartig ist. Durch die aufwendige Diagnostik kommt es haufig zu 
Zeitverlust und unnotigen operativen Eingriffen. 

Die primare Therapie der genannten Tumore besteht in der Regel in der 
5 operativen Resektion des Primarkarzinoms. Je nach Grolie des Tumors 
(z.B. grower als 2 cm im Durchmesser) oder Hinweisen auf Lymphkno- 
tenbefall erfolgt insbesondere beim Mammakarzinom zusatzlich die Aus- 
raumung der Lymphknoten der gleichseitigen Achselhohle, gegebenen- 
falls auch eine Bestrahlung des uberregionalen Gebietes. Postoperativ 

10 erfolgen Untersuchungen zum Nachweis oder Ausschluss von Fernme- 
tastasen, d.h. beispielsweise eine Oberbauchsonographie, eine Ront- 
gen-Thorax-Aufnahme und ein Skelett-Szintigramm. Dabei werden nur 
Metastasen ab einer gewissen Grdfce erkannt. Kleinere Metastasen, al- 
so beispielsweise kleiner als 0,5 cm im Durchmesser, sogenannte Mik- 

15 rometastasen, werden oftmals nicht erkannt. Beim Knochenszintigramm 
konnen degenerative oder entzundliche Veranderungen zu falsch positi- 
ven Befunden fuhren. Im Falle von Metastasen erfolgt eine Chemothe- 
rapie, die erhebliche Nebenwirkungen haben kann. Diese Behandlung 
ist nur palliativ und fdhrt lediglich zu einer geringen Lebenszeitverlange- 



Eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung besteht darin, ein Verfahren 
zur schnellen, spezifischen und zuverlassigen Diagnose sowie zur effek- 
tiven Behandlung von Karzinomen und Metastasen, insbesondere von 

25 primaren glandularen Karzinomen und Metastasen glandularer Karzi- 
nome, insbesondere von Karzinomen der Schilddruse, der Speicheldru- 
se, des Uterus und von Mammakarzinomen, eine pharmakologische Zu- 
sammensetzung zur Therapie sowie ein in v/fro-Diagnosesystem an re- 
seziertem Gewebe zur Diagnose und Beurteilbarkeit der Therapiemog- 

30 lichkeit genannter Karzinome bereit zu stellen. 

Zur Losung dieser Aufgabe schlagt die Erfindung in erster Linie ein Ver- 
fahren mit den im Anspruch 1 genannten Merkmalen vor. Weiterbildun- 



20 



rung. 



WO 03/107001 PCT/EP03/0643S 

gen des Verfahrens, pharmakologische Zusammensetzungen sowie 
entsprechende Verwendungen sind Gegenstand der ubrigen abhangi- 
gen und unabhangigen AnsprOche 2 bis 39, deren Wortlaut durch Be- 
zugnahme zum Inhalt der Beschreibung gemacht wird. 

5 

Das oben genannte Ziel wird gemaS der Erfindung durch ein Verfahren 
erreicht, bei dem durch eine Induktion bzw. Steigerung der NIS- 
Genexpression und -Funktion in den genannten Tumorarten eine ver- 
starkte Jodid-Aufnahme organspezifisch stimuliert wird, die zu einer 
10 spezifischen Diagnose und/oder einer gezielten Therapie genutzt wer- 
den kann. 



Der Natrium-Jodid-Symporter (NIS) ist fur die aktive Jodid-Aufnahme in 
der Schilddruse verantwortlich. Das Jod wird in den Follikelzellen der 

15 Schilddruse zum Zwecke der Biosynthese der Schilddrusenhormone 
gebraucht (N. Carrasco, Biochim Biophys Acta. 1993 Jun 8; 1154 (1): 
65-82). Die Expression von NIS ist uber Jahrzehnte fur die Diagnose 
und Behandlung der differenzierten Schilddrusenkarzinome basierend 
auf der Application von Radiojodid genutzt worden (E.L. Mazzaferri, 

20 1996 in The Thyroid, eds. L.E. Braverman and R.D. Utiger (Lippincott- 
Raven, Philadelphia), pp. 942-945). NIS wird auch in vielen extrathyre- 
oidalen Geweben wie Nieren, Plazenta, Speicheldrusen, Magenmukosa 
und laktierende BrustdrQse teils funktional exprimiert, wie auf mRNA- 
und Proteinebene nachgewiesen wurde (A. De La Vieja et al., Physiol 

25 Rev. 2000 Jul. 80 (3): 1083-105). 



NIS wurde bei 80% des menschlichen Brustdrusenkrebses mittels Im- 
munhistochemie nachgewiesen (U.H. Tazebay et al., Nat Med. 2000 
Aug. 6 (8):871-8), ohne dass jedoch eine biologische in wVo-Funktion 
30 erkannt wurde. Brustkrebs ist der dritthaufigste Krebs in der Welt und die 
haufigste maligne Erkrankung bei Frauen. Die Expression von funktiona- 
lem NIS kann daher bei der Radiojodid-Diagnose und -Therapie von 
responsiven Tumoren der Brust nutzlich sein (siehe Ubersichten von A. 
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De La Vieja et al., Physiol Rev. 2000 Jul. 80 (3): 1083-1 05; C. Riedel et 
al., Trends Biochem Sci. 2001 Aug. 26 (8):490-6; A.E. Heufelder et al., 
Thyroid. 2001 Sep. 11 (9): 839-47). 

5 Faktoren, die die NIS-Expression und die Jodid-Aufnahme in Brust- 
krebszellen modulieren, sind bisher nicht im Detail untersucht worden. 
Kurzlich ist iiber die Induktion des NIS-Gens durch frans-Retinsaure 
(tRA) in der Brustkrebs-Zelllinie MCF-7 berichtet worden. Es wurde ge- 
mutmafct, dass die tRA-induzierte NIS-Expression durch zwei Familien 

10 von nuklearen Rezeptoren, namlich Retinsaure-Rezeptoren (RARs) und 
Retinoid-X-Rezeptoren (RXRs) stimuliert wird (T. Kogai et al., Proc Natl 
Acad Sci USA. 2000 Jul. 97 (15): 8519-24). MCF-7-Zellen exprimieren 
neben funktionalen RAR/RXR auch nukleare PPAR-y (Peroxisome Proli- 
ferate r Activated Receptor-y) (M.W. Titcomb et al., Mol Endocrinol. 1994 

15 Jul. 8 (7): 870-7; M.W. Kilgore et al., Mol Cell Endocrinol. 1997 May 129 
(2): 229-35). PPAR-y reguliert in Gegenwart von entsprechenden Ligan- 
den durch Heterodimerisierung mit RAR/RXR (RXRa, RXRp Oder RXRy) 
die Transkription von Zielgenen (M. Sato et al., Biochem Biophys Res 
Commun. 2001 Jan. 280 (3): 646-51). PPAR-y und RAR/RXR werden in 

20 verschiedenen bosartigen epithelialen Tumoren wie Gehirn-, Brust-, 
Prostata- und Lungenkarzinomen koexprimiert (J.O. Nwankwo and M.E. 
Robbins, Prostaglandins Leukot Essent Fatty Acids. 2001 Apr.-May 64 
(4-5): 241-5; K. Inoue et al., Anticancer Res. 2001 Jul.-Aug. 21 (4A): 
2471-6). 

25 

Die vorliegende Erfindung zeigt, dass eine Jodid-Aufnahme in Zellen 
bestimmter Karzinome durch eine gleichzeitige oder zeitversetzte Ein- 
wirkung von PPAR-y-Liganden und RAR/RXR-Liganden erheblich ge- 
steigert werden kann, wobei die PPAR-y-Liganden die durch die 
30 RAR/RXR-Liganden induzierte Jodid-Aufnahme urn ein vielfaches po- 
tenzieren. Dieser Synergismus ist auf eine Heterodimerisierung der Re- 
zeptoren PPAR-y und RAR/RXR und eine dadurch induzierte bzw. sti- 
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mulierte und/oder verstarkte Expression des NIS-Gens zuruckzufuhren. 
Eine hierdurch bewirkte Steigerung der Jodid-Aufnahme in die Zelle wird 
erfindungsgemaS dazu genutzt, NIS-exprimierende primare Karzinome 
und Metastasen, insbesondere Primartumore und/oder Metastasen 
5 glandularer Karzinome, insbesondere von Karzinomen der Schilddruse, 
der Speicheldruse, des Uterus und von Mammakarzinomen sowie ande- 
ren glandularen Karzinomen, zu diagnostizieren und zu therapieren. 

Zum Nachweis der Expressionsinduktion des NIS-Gens in den ausge- 
10 wahlten Karzinomen durch die heterodimerisierenden Rezeptoren 
PPAR-y und RAR/RXR wurde in der vorliegenden Erfindung insbeson- 
dere die Wirkung von beispielsweise Ciglitazon (CIG), einem syntheti- 
schen Liganden des PPAR-y, auf die Jodid-Aufnahme durch MCF-7- 
Zellen mit und ohne Zugabe von trans-RA (tRA) untersucht. Die Brust- 
15 krebs-Zelllinie MCF-7 exprimiert die Rezeptoren PPAR-y und RAR/RXR 
(M.W. Kilgore et al. a Mol Cell Endocrinol. 1997 May 129 (2): 229-35). 
ErfindungsgemaG konnte gezeigt werden, dass die durch die entspre- 
chenden Liganden aktivierten Rezeptoren die Expression des NIS-Gens 
synergistisch induzieren bzw. stimulieren und/oder verstarken und damit 
20 die Funktion von NIS verstarken. 

Ciglitazon (CIG) gehort zur Substanzklasse der synthetischen Thiazoli- 
dindione (TZDs), welche die potentesten Induktoren von PPAR-y darstel- 
len (G.J. Murphy and J.C. Holder, Trends Pharmacol Sci. 2000 Dec. 21 
25 (12): 469-74). Diese Substanz wurde als selektiver Aktivator von PPAR-y 
beschrieben (Y. Sugiyama et al., Nippon Rinsho. 2000 Feb. 58 (2): 370- 
5). 

Die vorliegende Erfindung zeigt, dass CIG in Kombination mit tRA die 
30 Jodid-Aufnahme in der Brustkrebs-Zelllinie MCF-7 im Vergleich mit der 
durch tRA allein induzierten bzw. gesteigerten Jodid-Aufnahme deutlich 
verstarkt, wahrend CIG alleine keine Wirkung zeigt (Fig. 1). Die durch 
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CIG und tRA induzierte NIS-Expression bzw. die dadurch bewirkte Jo- 
did-Aufnahme ist spezifisch fur MCF-7-Zellen. Beispielsweise in der Zer- 
vixkarzinom-Zelllinie HeLa konnte nach einer Behandlung uber 48 Stun- 
den mit CIG und tRA keine Jodid-Aufnahme beobachtet werden (Fig. 2). 



Die Behandlung von MCF-7-Zellen mit tRA allein steigert die Jodid- 
Aufnahme urn ca. das 6-fache. Die Kombination von tRA mit CIG stei- 
gert jedoch die Jodid-Aufnahme um ca. das 20-fache im Vergleich zu 
unbehandelten Zellen (Fig. 1). Eine gleichzeitige Behandlung der Brust- 

10 krebszellen mit CIG und tRA bewirkt somit einen mehr als 3-fachen An- 
stieg in der Jodid-Aufnahme im Vergleich zu nur mit tRA behandelten 
Zellen. CIG alleine induziert die Jodid-Aufnahme in MCF-7-Zellen nicht. 
Weiterhin wurde erfindungsgemaS gezeigt, dass durch eine Behandlung 
der Zellen mit tRA die Konzentration von NIS-mRNA deutlich ansteigt, 

15 was eine Wirkung der Substanzen auf der Transkriptionsebene belegt. 
Diese Ergebnisse zeigen, dass die NIS-Genexpression synergistisch 
durch die Behandlung von CIG in Kombination mit Retinsaure in der 
Brustkrebs-Zelllinie MCF-7 gesteigert wird. 

20 Aus frOheren Untersuchungen ist bekannt, dass frans-Retinsaure (tRA) 
die Jodid-Aufnahme in MCF-7-Zellen induziert, indem es die NIS- 
Expression stimuliert, wobei die Wirkung von tRA durch die Rezeptoren 
RAR/RXR vermittelt wird (T. Kogai et al., Proc Natl Acad Sci USA. 2000 
Jul. 97 (15): 8519-24). Die Ergebnisse, die zur vorliegenden Erfindung 

25 gefuhrt haben, zeigen das Vorliegen von funktionalen responsiven Ele- 
menten fur die Rezeptoren PPAR-y und RAR/RXR in Krebszellen, wobei 
die responsiven Elemente bzw. die Rezeptoren synergistisch miteinan- 
der wechselwirken. Die Beobachtung, dass die durch eine gleichzeitige 
Einwirkung von CIG und tRA induzierte Zunahme der NIS-Expression 

30 spezifisch fur MCF-7-Zellen ist und nicht in beispielsweise HeLa-Zellen 
stattfindet (Fig. 2), zeigt die Selektivitat des beschriebenen Mechanis- 
mus fur bestimmte Krebszellen. Dieses Ergebnis steht im Einklang mit 
der bereits beschriebenen Beobachtung, dass tRA die Jodid-Aufnahme 
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in anderen Krebs-Zelllinien, wie der Prostatakrebs-Zelllinie LNCaP, der 
Choriokarzinom-Zellinie JEG-3 Oder zwei nicht kleinzelligen Lungen- 
krebs-Zellinien A549 und H460 nicht induziert (T. Kogai et al., Proc Natl 
Acad Sci USA. 2000 Jul. 97 (15): 8519-24). 

5 

Auf der Basis der beschriebenen Ergebnisse wird erfindungsgemalJ ein 
Verfahren zur Diagnose und/oder Behandlung von Natrium-Jodid- 
Symporter (NIS) exprimierenden Karzinomen und/oder Metastasen vor- 
geschlagen. Bei diesem Verfahren wird eine Induktion bzw. Steigerung 
10 der NIS-Genexpression in den genannten Tumorarten und eine verstark- 
te Jodid-Aufnahme organspezifisch stimuliert, die zu einer spezifischen 
Diagnose und/oder einer gezielten Therapie erfindungsgemaB genutzt 
wird. 

15 Besonders bevorzugt kann das erfindungsgemafie Verfahren for die Di- 
agnose und/oder Behandlung von glandularen Karzinomen, insbesonde- 
re Karzinomen der Speicheldruse, der SchilddrUse, des Uterus und von 
Brustkrebs bzw. Mammakarzinomen, und/oder den entsprechenden Me- 
tastasen eingesetzt werden. 

20 

Die induzierte bzw. gesteigerte NIS-Genexpression wird erfindungsge- 
mali dazu genutzt, durch die verstarkte Expression bzw. Funktion des 
Natrium-Jodid-Symporters bevorzugt radioaktive Substanzen in die Tu- 
morzellen einzuschleusen. Die Radioaktivitat ist als ein sehr sensitiver 

25 Indikator bei der Diagnostik mittels szintigraphischer Verfahren und/oder 
als aktives therapeutisches Mittel bei der Therapie mittels Radiolyse 
nutzbar. Unter Radiolyse ist die Zerstorung der Zellen durch radioaktive 
Strahlung zu verstehen. Ein besonderer Vorteil der Radiolyse ist, dass 
auch bei einer nur geringen Aufnahme von Radiojod die radiolytische 

30 Wirkung aufgrund der Reichweite der Strahlung auf auf benachbarte 
Zellen als sogenannter By-Stander-Effekt ubertragen wird. 
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Erfindungsgemafc werden Substanzen bevorzugt eingesetzt, die eine 
hohe Affinitat zum Symporter NIS aufweisen, insbesondere Jod 
und/oder Technetium. Aber auch andere affine Substanzen, insbeson- 
dere aus der Gruppe der Halogene, konnen Verwendung finden. Die 
5 Anwendung von Radiojodid und/oder Technetium, insbesondere radio- 
aktivem Technetium, nach vorzugsweise systemischem Einsatz der NIS- 
Gen-induzierenden Wirkstoffe, also insbesondere der PPAR-y- und 
RAR/RXR-Liganden, erweist sich erfindungsgemafc als ein besonders 
wertvolles Mittel zur Diagnose und Behandlung der oben angegebenen 
10 Tumoren. Besonders vorteilhaft konnen hierfur als radioaktives Jod 123 l, 
125 l und/oder 131 1, insbesondere in Form eines Alkali- oder Erdalkalijo- 
dids, beispielsweise Natriumjodid (Nal), verwendet werden. Hierbei wird 
125 l mit besonderem Vorteil fur eine Diagnostik und 131 1 mit besonderem 
Vorteil fur eine Therapie eingesetzt. 

15 

Im Folgenden wird unter dem Begriff „Jodid-Aufnahme" auch die Auf- 
nahme anderer Substanzen verstanden, die eine Affinitat zum Sympor- 
ter NIS aufweisen und von ihm aktiv transportiert werden konnen. Die 
Zugabe der Substanz, deren Transport durch den Natrium-Jodid- 

20 Symporter nachgewiesen werden soil oder die eine Radiolyse verursa- 
chen soli, erfolgt vorteilhafterweise nach einer angemessenen Zeit nach 
Verabreichung der Wirkstoffe, die der Stimulierung und/oder Verstar- 
kung der NIS-Genexpression dienen. Eine angemessene Zeit kann hier- 
bei beispielsweise etwa 1 bis 5 Tage betragen, vorzugsweise etwa 1 bis 

25 3 Tage. Besonders bevorzugt sind etwa 2 Tage. 

In einer bevorzugten AusfUhrungsform des erfindungsgemalXen Verfah- 
rens erfolgt die Induktion der NIS-Genexpression mittels einer Behand- 
lung mit mindestens einem PPAR-Liganden, insbesondere einem 
30 PPAR-y-Liganden, und mindestens einem RAR/RXR-Liganden als Wirk- 
stoffe, wobei die durch den RAR/RXR-Liganden gesteigerte Jodid- 
Aufnahme durch den PPAR-y-Liganden in synergistischer Weise poten- 
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ziert wird. Besonders bevorzugt werden dabei die Liganden fur die bei- 
den Rezeptorarten zeitlich versetzt verabreicht, wobei vorzugsweise der 
mindestens eine RAR/RXR-Ligand zuerst und der mindestens eine 
PPAR-Ligand nach einer angemessenen Zeit appliziert wird. In dieser 
5 Zeit soil eine anfangliche Induktion der NIS-Gen-Expression erfolgen. 
Weiterhin kann durch die zeitversetzte Applikation eine Blockierung des 
PPAR-y, die durch einen Suppressor bewirkt sein kann, durch einen mit 
einem entsprechenden Liganden aktivierten RAR/RXR augehoben wer- 
den, so dass der PPAR-y-Ligand anschlie&end maximal wirken kann. 

10 Eine geeignete Vorbehandlung mit einem RAR/RXR-Liganden, insbe- 
sondere mit Retinsaure, kann vorteilhafterweise uber wenige Stunden 
bis einige Tage durchgefuhrt werden. Besonders bevorzugt sind 1 bis 3 
Tage, insbesondere 2 Tage. Eine derartige Vorbehandlung kann bei- 
spielsweise durch eine entsprechende Infusion und/oder durch ein- oder 

15 mehrfache orale Verabreichung des entsprechenden Wirkstoffes erfol- 
gen. Weiterhin kann es auch bevorzugt sein, zunachst den mindestens 
einen PPAR-y-Liganden zu verabreichen, und den mindestens einen 
RAR/RXR-Liganden zeitversetzt zu applizieren. Eine gleichzeitige Ver- 
abreichung von Liganden fur beide Rezeptorarten kann gleichfalls zum 

20 gewunschten Ergebnis fuhren und bevorzugt sein. 

Als Liganden fur den Rezeptor PPAR-y werden bevorzugt Wirkstoffe aus 
der Klasse Thiazolidindione, insbesondere Ciglitazon, Pioglitazon, Ro- 
sigiitazon oder Mischungen davon, verwendet. Als Ligand fur die Rezep- 
25 toren RAR/RXR wird bevorzugt Retinsaure und/oder mindestens ein 
pharmakologisch vertragliches Derivat davon, insbesondere trans- 
Retinsaure und/oder mindestens ein Derivat davon, eingesetzt. Dieses 
Derivat kann beispielsweise ein Salz oder ein Ester sein, insbesondere 
ein Ester mit einer Alkansaure mit vorzugsweise 1 bis 4 C-Atornen. 



In einer weiteren Ausfuhrungsform der Erfindung konnen neben den o- 
ben beschriebenen Liganden fur PPAR-y und RAR/RXR auch zusatzli- 
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che Stoffe, die auf die Aktivitat der Wirkstoffe modulierend, insbesonde- 
re aktivierend wirken, eingesetzt werden. Vorzugsweise handelt es sich 
bei diesen Stoffen um Aktivatoren, insbesondere Co-Aktivatoren, die 
beispielsweise einen Komplex mit den beiden Rezeptortypen bilden 
5 konnen. Hierfur kommen Stoffe in Frage, die ais weiterer Rezeptor an 
der Komplexbildung teilnehmen konnen und aktivierend auf die NIS- 
Genexpression im erfindungsgemafien Sinne wirken. 

Weiterhin kann durch Verabreichung geeigneter Stoffe die Wirkung von 

10 zelleigenen Stoffen, welche insbesondere ais Suppressoren hemmend 
auf die Aktivierung der NIS-Genexpression durch PPAR-Liganden und 
RAR/RXR-Liganden wirken, abgeschwacht und/oder elimiert werden, so 
dass die NIS-Genexpression erfindungsgemalS gesteigert werden kann. 
Beispiele fur solche, die Aktivierung der NIS-Genexpression hemmende 

15 Suppressoren sind der Leberlipid rezeptor (LXR) und/oder der Schilddru- 
senhormonrezeptor (Ide T. et al., Molecular Endocrinolgy, Mai 2003; 
Behr M. and U. Loos, Exp Clin Endocrinol Diabetes 1996 (104) Suppl 4: 
111-6). Diese Rezeptoren und/oder entsprechende Agonisten, z.B. Li- 
ganden dieser Rezeptoren, schwachen bzw. supprimieren die Hetero- 

20 dimerisierung von PPAR-y und RAR/RXR. Durch Verabreichung von An- 
tagonisten dieser supprimierend wirkenden Rezeptoren werden erfin- 
dungsgemali diese Suppressoren ausgeschaltet bzw. blockiert und so 
die Interaktion von PPAR-y und RAR/RXR verstarkt und damit deren er- 
findungsgemafte Wirkung auf die NIS-Genexpression bzw. — Funktion 

25 gesteigert. Ais Antagonisten konnen beispielsweise solche Liganden fur 
den Leberlipidrezeptor und/oder Schilddrusenhormonrezeptor eingesetzt 
werden, die deren Aktivitat blockieren. Beispiele fur solche Antagonis- 
ten, insbesondere fur Schilddrusenhormonrezeptor-Antagonisten, sind 
TRIAC und/oder TETRAC. 

30 

Weiterhin kann ais Aktivator beispielsweise auch ein Histondeacetylase- 
Inhibitor, insbesondere Trichostatin A und/oder ein Butyrat eingesetzt 
werden. Fur Histondeacetylase-lnhibitoren ist bekannt, dass sie die NIS- 
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Expression in einer maftig differenzierten Schilddrusenkarzinom-Zelllinie 
steigert (M. Kitazono et aL, J Clin Endocrinol Metab. 2001 Jul. 86 (7): 
3430-5). Alternativ konnen Suppressoren, welche insbesondere die Ex- 
pression des NIS-Gens herunterregulieren, durch geeignete Substanzen 
5 ausgeschaltet bzw. blockiert werden. 

Eine gezielte Induktion der NIS-Genexpression zur Diagnose und/oder 
Therapie der genannten Tumorarten kann erfindungsgemafc auch mit 
anderen Wirkstoffen erreicht werden. Diese Wirkstoffe konnen Hormone 
10 oder andere Liganden fur bestimmte Rezeptoren sein, die auf der Ober- 
flache der Zellen der angegebenen Metastasen bzw. Karzinomen expri- 
miert werden. Als Beispiel fur solche Wirkstoffe ist Prolaktin zu nennen, 
von dem bekannt ist, dass es in laktierenden Brustdrusenzellen die Jo- 
did-Aufnahme modulieren kann. 

15 

Eine besonders bevorzugte Ausfuhrungsform des erfindungsgemaSen 
Diagnoseverfahrens umfasst eine in wVo-Diagnose. Hierfur wird mindes- 
tens ein Ligand fur den Rezeptor PPAR-y, z.B. ein Thiazolidindion wie 
beispielsweise Ciglitazon, und mindestens ein Ligand fur den Rezeptor 

20 RAR- und/oder RXR, z.B. frans-Retinsaure, dem zu untersuchenden Pa- 
tienten verabreicht. Die Verabreichung erfolgt bevorzugt oral oder paren- 
teral. Eine intravenose Applikation der Substanzen ist ebenfalls moglich. 
Vorzugsweise nach einer angemessenen Zeit, innerhalb derer die Induk- 
tion des NIS-Gens erfolgt, wird eine geeignete Dosis einer weiteren Sub- 

25 stanz, insbesondere Technetium und/oder radioaktives Jod, z.B. 
131 Jodid, verabreicht. Diese Zeit betragt vorteilhafterweise etwa 1 bis et- 
wa 5 Tage, vorzugsweise etwa 1 bis etwa 3 Tage. Besonders bevorzugt 
sind etwa 2 Tage. Vorzugsweise nach einer weiteren angemessenen 
Zeitdauer, die zur Jodid-Aufnahme oder beispielsweise Technetium- 

30 Aufnahme in Zellen geeignet ist, wird die Aufnahme der Substanz in die 
Zellen analysiert Dies geschieht beispielsweise durch ein Ganzkorper- 
szintigramm oder ein lokales Szintigramm, beispielsweise der Brust, 
zum Nachweis von Primartumoren und/oder Metastasen. Da die Jodid- 
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Aufnahme nach einer solchen Behandlung erfindungsgemali nur in NIS- 
exprimierenden Zellen potenziert wird, ermoglicht das erfindungsgema- 
Q>e in wVo-Diagnoseverfahren eine spezifische Indikation von Tumoren. 
Mit diesem Verfahren konnen selbst sehr kleine Tumore oder Mikrome- 
5 tastasen mit einem Durchmesser von weniger als 0,5 cm spezifisch er- 
fasst werden, die beispielsweise noch kurativ behandelt werden konnen. 
Dies zeigt einen weiteren besonderen Vorteil des erfindungsgemaBen 
Verfahrens, denn der Nachweis derartiger Mikrometastasen ist mit her- 
kommlichen Diagnoseverfahren in der Regel nicht moglich. 



Eine Analyse der oben genannten Krebsarten kann erfindungsgemafi 
auch nach einem in wfro-Diagnoseverfahren stattfinden. Dieses kann 
besonders bevorzugtfur eine Ermittlung und/oder Optimierung der Dosis 
der zu applizierenden Wirkstoffe und/oder Substanzen, insbesondere 

15 der entsprechenden Rezeptorliganden, fur die nachfolgende Therapie 
verwendet werden. Das in wfro-Diagnoseverfahren kann beispielsweise 
folgende Schritte umfassen. Die Zellen einer zu untersuchenden Probe t 
beispielsweise einer operativ resezierten Probe, werden zunachst mit 
beispielsweise mindestens einem Liganden fur den Rezeptor PPAR-y, 

20 z.B. einem Thiazolidindion, und mindestens einem Liganden fur den Re- 
zeptor RAR und/oder RXR, z.B. frans-Retinsaure, inkubiert. Anschlie- 
fcend werden so vorbereitete Zellen mit beispielsweise radioaktivem Jod 
und/oder Technetium behandelt. Die Bedingungen hierfur sollen eine 
Aufnahme des Jods oder Technetiums durch die Zellen erlauben und 

25 sind dem Fachmann bekannt. SchlieBlich kann der Gehalt bzw. die Kon- 
zentration des transportierten Jods bzw. Technetiums in den Zellen be- 
stimmt werden. Die Messung des radioaktiven Jods bzw. Technetiums 
kann mittels bekannter Verfahren, wie beispielsweise in einem Gamma- 
Counter, durchgefuhrt werden. Alternativ kann start Inkubieren mit einer 

30 Quelle fur radioaktives Jod bzw. Technetium und anschlieliender Mes- 
sung der Radioaktivitat auch die Expression der NIS-mRNA in den Zel- 
len der zu untersuchenden Probe nach der Behandlung mit den Wirk- 
stoffen bzw. Liganden fur die Rezeptoren PPAR-y und RAR/RXR ge- 
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messen werden. Dabei kann die Bestimmung der Expression von NIS- 
mRNA mittels Reverser Transkriptase-Polymerasekettenreaktion (RT- 
PCR) oder anderer aus dem Stand der Technik bekannten Verfahren 
erfolgen. 

5 

Ein erfindungsgema&es Therapieverfahren zur Behandlung von ange- 
gebenen Krebsarten kann beispielsweise folgende Schritte umfassen. 
Dem zu behandelnden Patienten werden zunachst Wirkstoffe verab- 
reicht, die eine NIS-Genexpression in den genannten Tumorarten indu- 

10 zieren konnen. Besonders bevorzugt werden hierfur mindestens ein Li- 
gand fur den Rezeptor PPAR-y, z.B. ein Thiazolidindion, in Kombination 
mit einem oder mehreren Liganden fur den Rezeptor RAR und/oder 
RXR, z.B. frans-Retinsaure, verabreicht, insbesondere oral und/oder pa- 
renteral. Eine intravenose Applikation der Wirkstoffe ist ebenfalls mog- 

15 lich. Die Verabreichung der Liganden kann zeitgleich oder zeitversetzt 
erfolgen. Nach einer angemessenen Zeit, innerhalb derer eine Induktion 
des NIS-Gens erfolgt, wird eine geeignete Dosis einer Substanz, die ei- 
ne Radiolyse der Tumorzellen bewirken soli, verabreicht. Hierbei ist ins- 
besondere radioaktives Jodid, z.B. 131 Jodid, bevorzugt. Weder bei der 

20 Therapie noch bei den beschriebenen Diagnoseverfahren ist es zwin- 
gend erforderlich, dass bis zur Gabe von beispielsweise radioaktivem 
Jod eine angemessene Zeit abgewartet wird. Es ist ebenfalls moglich, 
dass die Verabreichung der Liganden und die Verabreichung von Jod 
beispielsweise zeitgleich erfolgen. Die beschriebenen Schritte werden 

25 nach Bedarf in geeigneten Zeitabstanden z.B. zwischen 7 und 14 Tagen 
wiederholt. Die Radiojodid-Aufnahme erfolgt erfindungsgemaft organ- 
spezifisch vorwiegend in die Zellen der angegebenen Tumorarten, in 
denen durch die Behandlung eine Potenzierung der NIS-Expression und 
eine verstarkte Jodid-Aufnahme erfolgt. Im Gegensatz zu einer systemi- 

30 schen Radiotherapie, die aus dem Stand der Technik bekannt ist, wer- 
den mit dem erfindungsgemafJen Therapieverfahren die Tumorzellen 
benannter Karzinome und Metastasen gezielt angesprochen. Der Be- 
handlungsfortgang und -erfolg kann beispielsweise mit den oben be- 
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schriebenen in vivo- und/oder in wfro-Diagnoseverfahren verfolgt wer- 
den. Mit besonderem Vorteil kann die erfindungsgemafie Therapie nach 
einer operativen Entfernung von Primartumoren erfolgen, um so erfolg- 
reich Metastasen bekampfen zu konnen. Unter Umstanden kann es 
5 auch bevorzugt sein, die erfindungsgemalJe Therapie statt einer Opera- 
tion oder eventuell vor einer Operation einzusetzen. Dies ist insbesonde- 
re dann vorteilhaft, wenn eine Operation aus irgendwelchen Grunden 
nicht in Frage kommt. 

10 Ferner sind pharmakologische Zusammensetzungen und Praparate ent- 
haltend Wirkstoffe, die eine NIS-Genexpression in den genannten Tu- 
morarten induzieren, stimulieren und/oder verstarken konnen, Gegen- 
stand der vorliegenden Erfindung. Bevorzugt enthalten solche Zusam- 
mensetzungen als Wirkstoffe Liganden fur die Rezeptoren PPAR, insbe- 

15 sondere PPAR-y, und RAR und/oder RXR. Vorteilhaft sind dabei Zu- 
sammensetzungen, die mindestens einen Wirkstoff aus der Klasse Thi- 
azolidindione und Retinsaure und/oder ihre Derivate, insbesondere die 
frans-Retinsaure, enthalten. Zusatzlich konnen solche Zusammenset- 
zungen erfindungsgemafi weitere Stoffe, vorzugsweise Aktivatoren, ins- 

20 besondere Co-Aktivatoren, des NIS-Gens und/oder Histondeacetylase- 
Inhibitoren, welche ebenfalls stimulierend auf die NIS-Expression wir- 
ken, umfassen. Diesbezuglich wird auf die obige Beschreibung verwie- 
sen. Die Zusammensetzungen oder Praparate konnen ferner mindes- 
tens einen pharmakologisch unbedenklichen Trager- und/oder Hilfsstoff 

25 umfassen. Solche Zusammensetzungen bzw. Praparate konnen erfin- 
dungsgemafi als Diagnostika und/oder als Medikamente zur Diagnose 
und/oder Behandlung von primaren Karzinomen und/oder Metastasen, 
insbesondere von glandularen Karzinomen, vorzugsweise von Karzino- 
men der Schilddruse, der Speicheldruse, des Uterus und/oder von 

30 Mammakarzinomen sowie den entsprechenden Metastasen eingesetzt 
werden. 
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Die Erfindung umfasst weiterhin einen Kit, insbesondere fur die Diagno- 
se und/oder Therapie von NIS-Gen exprimierenden Karzinomen 
und/oder Metastases welcher Wirkstoffe enthalt, die eine NIS- 
Genexpression in den Tumoren induzieren, stimulieren und/oder ver- 
5 starken konnen. Besonders bevorzugt enthalt dieser Kit mindestens ei- 
nen Liganden fur den Rezeptor PPAR-y, insbesondere ein Thiazolidindi- 
on wie beispielsweise Ciglitazon, und mindestens einen Liganden fur 
den Rezeptor RAR- und/oder RXR, insbesondere eine frans-Retinsaure. 
Zusatzlich kann der Kit eine Quelle fur radioaktives Jod und/oder Tech- 

10 netium enthalten. Weiterhin kann der Kit modulierend wirkende Stoffe, 
vorzugsweise Aktivatoren, insbesondere Co-Aktivatoren, enthalten. 
Diesbezuglich wird auf die obige Beschreibung verwiesen. Besonders 
bevorzugt ist hierbei ein Histondeacetylase-lnhibitor, insbesondere Tri- 
chostatin A Oder ein Butyrat als Aktivator. Bezuglich weiterer Merkmale 

15 der erfindungsgemaRen Zusammensetzung und Praparate wird eben- 
falls ausdrucklich auf die obige Beschreibung verwiesen. 

Schlie&lich umfasst die Erfindung eine Verwendung von mindestens ei- 
nem PPAR-Liganden, insbesondere einem PPAR-y-Liganden, und min- 

20 destens einem RAR- und/oder RXR-Liganden zur Herstellung eines 
Diagnostikmittels zum Nachweis oder zur Herstellung eines Medika- 
ments zur Behandlung von Karzinomen und/oder Metastases die ein 
NIS-Gen exprimieren. Bei diesen Karzinomen und/oder Metastasen 
handelt es sich insbesondere um Primartumore und/oder Metastasen 

25 von glandularen Karzinomen, insbesondere von Speicheldrusenkarzi- 
nomen, Schilddrusenkarzinomen, Uteruskarzinomen und/oder Mamma- 
karzinomen. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform dieses Aspektes der Erfindung 
30 handelt es sich bei dem mindestens einen PPAR-y-Liganden um ein o- 
der mehrere Thiazolidindione, insbesondere um Ciglitazon, Pioglitazon 
und/oder Rosiglitazon. Bei dem mindestens einen RAR- und/oder RXR- 
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Liganden handelt es sich vorteilhafterweise um Retinsaure, insbesonde- 
re frans-Retinsaure, und/oder ein oder mehrere pharmakologisch ver- 
tragliche Derivate davon. Ein entsprechendes pharmakologisch vertrag- 
liches Derivat ist vorteilhafterweise ein Salz und/oder ein Ester der Re- 
5 tinsaure, insbesondere ein Ester mit einer Alkansaure mit vorzugsweise 
1 bis 4 C-Atomen. 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform der erfindungsgema- 
fcen Verwendung ist der Einsatz des Diagnostikmittels und/oder des 

10 Medikaments fur eine Kombination mit einer Substanz vorgesehen, die 
durch den Symporter NIS aktiv transportiert wird. Durch die Verwendung 
der beschriebenen Liganden wird die Expression des NIS-Gens indu- 
ziert bzw. stimuliert und/oder verstarkt, so dass in den betroffenen Zellen 
letztendlich eine erhohte Aktivitat dieses Symporters und damit eine ver- 

15 starkte Aufnahme von Jod oder von anderen Substanzen zu beobachten 
ist, fQr welche der Symporter eine Affinitat aufweist. Diese verstarkte Ak- 
tivitat des Symporters wird erfindungsgemaft fur eine Diagnose oder ei- 
ne Therapie ausgenutzt, indem die Aufnahme der affinen Substanz in 
die Zelle nachgewiesen wird, oder indem durch die Aufnahme von bei- 

20 spielsweise radioaktiven affinen Substanzen eine Radiolyse und damit 
eine Zerstorung der betroffenen Zellen bewirkt wird. Als affine Substan- 
zen werden insbesondere Halogenide, und hierbei besonders bevorzugt 
Jod beansprucht. Als weitere affine Substanz ist beispielsweise Techne- 
tium bevorzugt. 

25 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform dieses Aspektes der 
erfindungsgemafcen Verwendung ist die radioaktive Substanz radioakti- 
ves Jod, vorzugsweise 123 l, 125 l und/oder 131 1. Besonders bevorzugt ist 
es, wenn das Jod, insbesondere das radioaktive Jod, in Form eines Jo- 
30 dids, vorzugsweise in Form eines Alkali- und/oder Erdalkalijodids vor- 
liegt. Besonders vorteilhaft ist hierbei Natriumjodid (Nal). 
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In einer weiteren vorteilhaften Ausfuhrungsform der erfindungsgemalien 
Verwendungen ist das Diagnostikmittel bzw. das Medikament derart 
ausgestaltet, dass der mindestens eine RAR/RXR-Ligand zuerst und der 
mindestens eine PPAR-Ligand nach einer angemessenen Zeit appliziert 

5 wird. Eine derartige zeitversetzte Applikation hat den Vorteil, dass die 
synergistische Wirkung beider Liganden bzw. beider Ligandengruppen 
verstarkt werden kann, was insbesondere daran liegen kann, dass der 
Rezeptor PPAR-y zunachst beispielsweise durch die Gegenwart von 
Suppressoren in seiner Aktivitat unterdriickt wird. Durch die Aktivierung 

10 von RAR/RXR durch den oder die entsprechenden Liganden wird auch 
PPAR-y in eine aktive Form gebracht, so dass durch die nachfolgende 
Applikation von Liganden fOr PPAR-y der voile synergistische Effekt er- 
reicht werden kann. Andererseits kann es auch vorteilhaft sein, zunachst 
mindestens einen PPAR-Liganden, insbesondere mindestens einen 

15 PPAR-y-Liganden, und spater mindestens einen RAR/RXR-Liganden zu 
verabreichen. Auch die zeitgleiche Applikation der Ligandengruppen 
kann bevorzugt sein. Bezuglich weiterer Merkmale dieser erfindungs- 
gemaBen Verwendungen wird ausdrticklich auf die obige Beschreibung 
verwiesen. 

20 

Neben der beschriebenen Verwendung der erwahnten Liganden zur 
Herstellung eines Diagnostikmittells bzw. zur Herstellung eines Medika- 
ments umfasst die Erfindung ebenfalls die Verwendung von mindestens 
einem PPAR-Liganden, insbesondere einem PPAR-y-Liganden, und 
25 mindestens einem RAR- und/oder RXR-Liganden zum diagnostischen 
Nachweis bzw. zur Behandlung von Karzinomen und/oder Metastasen, 
die ein NIS-Gen exprimieren. Bezuglich weiterer Merkmale dieses As- 
pektes der Erfindung wird auf die obige Beschreibung verwiesen. 

30 Das beschriebene erfindungsgemafte Verfahren zur Diagnose und The- 
rapie der oben angegebenen Tumorarten sowie die dazugehorigen Zu- 
sammensetzungen, Praparate und Verwendungen weisen gegenuber 
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den bekannten Verfahren und Zusammensetzungen u.a. den Vorteil auf, 
dass sie eine spezifische Erkennung von Primartumoren und/oder deren 
Metastasen sowie eine effektive und tumorspezifische Radiojodtherapie 
erm6glichen. 

Weitere Vorteile, Merkmale und Anwendungsmoglichkeiten der Erfin- 
dung werden nachstehend anhand der Ausfuhrungsbeispiele mit Bezug 
auf die Zeichnungen beschrieben. Hierbei konnen die verschiedenen 
Merkmale jeweils fur sich oder in Kombination miteinander verwirklicht 
sein. In den Zeichnungen zeigen: 

Fig. 1 die Wirkung von CIG auf die tRA-induzierte Jodid-Aufnahme 
in Brustkrebszellen. Die Zellen wurden mit 1 u.M tRA mit o- 
der ohne 5 u.M CIG tiber 48 h behandelt und der Jodid- 
Aufnahmetest mit (schwarze Rechtecke) oder ohne (weiRe 
Rechtecke) 30 mM KCIO4 durchgefuhrt. Die Werte wurden 
als Mittelwerte ± SD (n=3) ausgedrQckt; 

Fig. 2 die zellspezifische Wirkung von tRA und CIG auf die Jodid- 
Aufnahme. MCF-7-und HeLa-Zellen wurden mit 1 uM tRA 
mit oder ohne 5 u.M CIG Qber 24 h behandelt. Der Jodid- 
Aufnahmetest wurde in Gegenwart oder Abwesenheit von 
30 mM KCI0 4 Qber 1 h durchgefuhrt. Die Werte wurden als 
Mittelwerte ± SD (n=3) ausgedrQckt. 

Beispiele 

Alle hier benutzten Zelllinien wurden von der Deutschen Sammlung von 
Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ; Braunschweig, Deutschland, 
DSMZ-Nr.: MCF-7 (ACC 115)) bezogen. MCF-7 Zellen wurden in RPMI 
1640-Medium mit 10% FCS (fetal calf serum) und Zusatz von 1x nicht- 
essentieller Aminosauren, 0,01 mg/ml bovinem Insulin und 5% Penicil- 
lin/Streptomycin kultiviert. Die HeLa-Zellen wurden in RPMI 1640 Medi- 
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um gezuchtet. Alle Reagenzien fur die Zellkultur wurden, wenn nicht an- 
ders angegeben, von Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland bezogen. 

Die Experimente wurden mit dem gepaarten T-Test unter Benutzung 
5 des Programms von Statview, Version 5.0 (SAS Institute Inc. USA) sta- 
tistisch ausgewertet. 

Jodid-Aufnahme-Experimente 

10 

Zellen wurden in Platten mit 24 Vertiefungen (24 Well Plates) 24 h lang 
gezuchtet. Danach wurden die Zellen gewaschen und anschlieliend die 
zu testenden Substanzen (Ciglitazon, frans-Retinsaure mit oder ohne 
KCI0 4 ) in frischem Medium zugegeben. Fur die Jodid-Aufnahme wurden 
15 die Zellen zuerst zweimal mit vorgewarmten RPMI 1640 Medium ohne 
FCS gewaschen und dann in 1 ml RPMI 1640 ohne FCS, das 0,1 M,Ci/ml 
Na 125 l (spezifische Aktivitat: 10 mCi/mmol, Amersham Biosciences, 
Freiburg, Deutschland) sowie 10 |LiM NalA/ertiefung enthielt, uber 1 h 
lang inkubiert. 

20 

Nach der Inkubation wurden die Zellen zweimal mit eiskaltem RPMI 
1640 gewaschen und in 2% SDS-PAGE-Probenpuffer (0,0625 M Tris- 
HCI, pH 6,8) mit 1 U/pil Benzonase (Merck KgaA, Darmstadt, Deutsch- 
land) lysiert. Die 125 l-Aufnahme wurde in einem Gamma-Counter ge- 
25 messen. Ein Aliquot von jeder Probe wurde fur die Bestimmung der Pro- 
tein-Konzentration mit dem DC-Protein-Bestimmungskit von Bio-Rad 
(Munchen, Deutschland) eingesetzt, um damit eine Normierung bei un- 
terschiedlichen Zellzahlen zu erreichen. 

30 MCF-7-Zellen wurden zuerst mit 1 \xM frans-Retinsaure (tRA) (Sigma, 
Munchen, Deutschland) in Gegenwart oder Abwesenheit von 5 |llM CIG 
(Biomol, Hamburg, Deutschland) uber 48 h zu unterschiedlichen Zeitin- 



WO 03/107001 




PCT7EP03/06435 



tervallen behandelt. Die maximale Aufnahme wurde bei 1 u.M tRA nach 
48 h erreicht. Der Jodid-Aufnahmetest zeigte, dass die gleichzeitige Be- 
handlung der Zellen mit tRA und CIG die durch tRA um das 5-fache ge- 
steigerte Jodid-Aufnahme nochmals um das 3,3-fache ansteigen (poten- 
5 zieren) lasst (Fig. 1). 

Eine Induktion der Jodid-Aufnahme durch kombinierte Stimulation mit 
CIG und tRA wurde auch in HeLa-Zellen getestet, um die spezifische 
Wirkung dieser Substanzen auf MCF-7-Zellen aufzuzeigen. HeLa-Zellen 

10 wurden mit 1 u.M tRA mit Oder ohne 5 CIG uber 48 h behandelt. Im 
Vergleich zu MCF-7-Zellen wurde keine Induktion der Jodid-Aufnahme 
in HeLa-Zellen nach 48 h Behandlung mit tRA, CIG sowie tRA kombi- 
niert mit CIG beobacht (Fig. 2). Die gleichen Ergebnisse wurden erhal- 
ten, wenn HEK-293-Zellen in einem analogen Experiment eingesetzt 

15 wurden (Ergebnisse nicht gezeigt). Diese Ergebnisse zeigen die spezifi- 
sche Wirkung von CIG in Kombination mit tRA in MCF-7-Zellen bezug- 
lich der Jodid-Aufnahme. 

Lebensfahigkeit der Zellen wurde durch die Behandlung durch CIG und 
20 tRA nicht beeintrachtigt, wie die Farbung mit Trypanblau zeigte (Ergeb- 
nisse nicht gezeigt). 

Blockierungsexperimente 

25 Um die Spezifitat der NIS-vermittelten Jodid-Aufnahme zu testen, wur- 
den die im vorherigen Ausfuhrungsbeispiel beschriebenen Experimente 
auch in Gegenwart von 30 mM KCI0 4) dem starksten spezifischen Inhi- 
bitor von NIS, durchgefUhrt. 

30 Die Jodid-Aufnahme wurde durch KCI0 4 inhibiert (Fig. 1), was auf eine 
spezifische NIS-vermittelten Jodid-Aufnahme durch die Brustkrebs- 
Zellen hindeutet. 



WO 03/107001 




PCT/EP03/06435 



Diese Ergebnisse zeigen, dass die tRA-induzierte Jodid-Aufnahme 
durch CIG um ein vielfaches verstarkt wird und dass dieses durch die 
spezifische Funktion von NIS vermittelt ist. 

5 Die vorliegende Erfindung ist nicht auf die oben beschriebenen Anwen- 
dungsbeispiele beschrankt. Vielmehr sind viele Abwandlungen moglich, 
die durch Fachleute erzielbar sind, und damit vom Umfang dieser Erfin- 
dung erfasst sind. 
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Patentanspruche 

1. Verfahren zur Diagnose und/oder Therapie von NIS-Gen exprimie- 
renden Karzinomen und/oder Metastasen, bei welchen eine Auf- 
nahme von Substanzen, die durch den Symporter NIS in die Zel- 
len von Karzinomen und/oder Metastasen aktiv transportiert wer- 
den, mittels einer Induktion der NIS-Genexpression in diesen Zel- 
len stimuliert und/oder verstarkt wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die 
NIS-Gen exprimierenden Karzinome und/oder Metastasen Primar- 
tumore und/oder Metastasen von glandularen Karzinomen, insbe- 
sondere Speicheldrusenkarzinomen, Schilddrusenkarzinomen, 
Uteruskarzinomen und/oder Mammakarzinomen, sind. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder Anspruch 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die Induktion der NIS-Genexpression mittels einer 
Behandlung mit Wirkstoffen, insbesondere mit mindestens einem 
PPAR-y-Liganden und mindestens einem RAR- und/oder RXR- 
Liganden erfolgt. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass der 
mindestens eine PPAR-y-Ligand ein Thiazolidindion, insbesondere 
aus der Gruppe bestehend aus Ciglitazon, Pioglitazon, Rosiglita- 
zon oder Mischungen davon, ist. 

5. Verfahren nach Anspruch 3 oder Anspruch 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass der mindestens eine RAR- und/oder RXR-Ligand 
Retinsaure, insbesondere frans-Retinsaure, und/oder mindestens 
ein pharmakologisch vertragliches Derivat davon ist. 
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6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass das 
pharmakologisch vertragliche Derivat ein Salz oder ein Ester, ins- 
besondere ein Ester mit einer Alkansaure mit vorzugsweise 1 bis 4 
C-Atomen, ist. 

7. Verfahren nach einem der Anspruche 3 bis 6, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass ferner mindestens ein Stoff verabreicht wird, der 
die Stimulierung und/oder die Verstarkung durch die Wirkstoffe 
moduliert, insbesondere verstarkt, wobei vorzugsweise der Stoff 
mindestens einen Suppressor der NIS-Genexpression, insbeson- 
dere einen Leberlipidrezeptor und/oder einen Schilddrusenhor- 
monrezeptor, antagoniert. 

8. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 7, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die Substanz, die durch den Symporter NIS in die 
Zellen von Karzinomen und/oder Metastasen aktiv transportiert 
wird, ein Halogen, insbesondere Jod, ist, wobei vorzugsweise das 
Jod in Form eines Alkali- und/oder Erdalkalijodids, vorzugsweise 
als Natriumjodid, vorliegt. 

9. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 8, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die Substanz, die durch den Symporter NIS in die 
Zellen von Karzinomen und/oder Metastasen aktiv transportiert 
wird, Technetium ist. 

10. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 9, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die Substanz, die durch den Symporter NIS in die 
Zellen von Karzinomen und/oder Metastasen aktiv transportiert 
wird, radioaktiv ist, insbesondere radioaktives Jod, vorzugsweise 
123 l, 125 l und/oder 131 1. 
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11. Verfahren nach einem der Anspruche 3 bis 10, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass der mindestens eine RAR/RXR-Ligand zuerst und 
der mindestens eine PPAR-y-Ugand nach einer angemessenen 
Zeit appliziert wird, insbesondere nach etwa einigen Stunden bis 
etwa einigen Tagen, vorzugsweise nach etwa 1 bis etwa 3 Tagen. 

12. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 11, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass Metastasen mit einem Durchmesser kleiner als et- 
wa 1 cm, insbesondere kleiner als etwa 0,5 cm, diagnostizierbar 
und/oder behandelbar sind. 

13. Verfahren zur in wVo-Diagnose von NIS-Gen exprimierenden Kar- 
zinomen und/oder Metastasen von Karzinomen, insbesondere von 
glandularen Karzinomen, vorzugsweise Speicheldrusenkarzino- 
men, Schilddrusenkarzinomen, Uteruskarzinomen und/oder 
Mammakarzinomen, welches mindestens die folgenden Schritte 
umfasst: 

a) Verabreichen von Wirkstoffen, die eine Induktion der 
NIS-Genexpression in Zellen von Karzinomen 
und/oder Metastasen zu stimulieren und/oder zu ver- 
starken vermdgen, 

b) Verabreichen von mindestens einer Substanz, die 
durch den Symporter NIS in die Zellen aktiv transpor- 
ter! werden kann, insbesondere von radioaktivem Jod 
und/oder Technetium, 

c) Bestimmen der Aufnahme der besagten Substanz 
durch die Zellen, insbesondere mittels eines lokalen 
Szintigramms und/oder eines Ganzkorperszinti- 
gramms. 

14. Verfahren zur in wfro-Diagnose von NIS-Gen exprimierenden Kar- 
zinomen und/oder Metastasen von Karzinomen, insbesondere von 
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glandularen Karzinomen, vorzugsweise Speicheldrusenkarzino- 
men, Schilddrusenkarzinomen, Uteruskarzinomen und/oder 
Mammakarzinomen, welches mindestens die folgenden Schritte 
umfasst: 

a) Inkubieren von Zellen einer zu untersuchenden Probe 
mit Wirkstoffen, die eine Induktion der NIS- 
Genexpression in Zellen von Karzinomen und/oder 
Metastasen zu stimulieren und/oder zu verstarken 
vermogen, 

b) Inkubieren der im ersten Schritt erhaltenen Zellen mit 
mindestens einer Substanz, die durch den Symporter 
NIS in die Zellen aktiv transportiert werden kann, ins- 
besondere mit radioaktivem Jod und/oder Technetium, 

c) Bestimmen der Aufnahme der besagten Substanz 
durch die Zellen. 

15. Verfahren zur in Wfro-Diagnose von NIS-Gen exprimierenden Kar- 
zinomen und/oder Metastasen von Karzinomen, insbesondere von 
glandularen Karzinomen, vorzugsweise Speicheldrusenkarzino- 
men, Schilddrusenkarzinomen, Uteruskarzinomen und/oder 
Mammakarzinomen, welches mindestens die folgenden Schritte 
umfasst: 

a) Inkubieren von Zellen einer zu untersuchenden Probe 
mit Wirkstoffen, die eine Induktion der NIS- 
Genexpression in Zellen von Karzinomen und/oder 
Metastasen zu stimulieren und/oder zu verstarken ver- 
mogen, 

b) Bestimmen der Expression von NIS-mRNA durch die 
Zellen, insbesondere mittels Reverser Transkriptase- 
Polymerasekettenreaktion (RT-PCR). 
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16. Zusammensetzung fur eine Diagnose und/oder Therapie von NIS- 
Gen exprimierenden Karzinomen und/oder Metastasen, dadurch 
gekennzeichnet, dass diese Zusammensetzung Wirkstoffe enthalt, 
welche eine Induktion der NIS-Genexpression in den Zellen von 
Karzinomen und/oder Metastasen stimulieren und/oder verstar- 
ken. 

17. Zusammensetzung nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, 
dass die NIS-Gen exprimierenden Karzinome und/oder Metasta- 
sen Primartumore und/oder Metastasen von gland ularen Karzino- 
men, insbesondere Speicheldrusenkarzinomen, Schilddrusenkar- 
zinomen, Uteruskarzinomen und/oder Mammakarzinomen, sind. 

18. Zusammensetzung nach Anspruch 16 oder Anspruch 17, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Wirkstoffe mindestens ein PPAR-y- 
Ligand und mindestens ein RAR- und/oder RXR-Ligand sind. 

19. Zusammensetzung nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, 
dass der PPAR-y-Ligand ein Thiazolidindion, insbesondere aus 
der Gruppe bestehend aus Ciglitazon, Pioglitazon, Rosiglitazon 
oder Mischungen davon, ist. 

20. Zusammensetzung nach Anspruch 18 oder Anspruch 19, dadurch 
gekennzeichnet, dass der RAR- und/oder RXR-Ligand Retinsaure, 
insbesondere frans-Retinsaure, und/oder mindestens ein pharma- 
kologisch vertragliches Derivat davon ist. 

21. Zusammensetzung nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, 
dass das pharmakologisch vertragliche Derivat ein Salz oder ein 
Ester, insbesondere ein Ester mit einer Alkansaure mit vorzugs- 
weise 1 bis 4 C-Atomen, ist. 
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Zusammensetzung nach einem der Anspruche 16 bis 21, dadurch 
gekennzeichnet, dass sie ferner mindestens einen Stoff enthalt, 
der die Stimulierung und/oder Verstarkung durch die Wirkstoffe 
moduliert, insbesondere verstarkt, wobei vorzugsweise der Stoff 
mindestens einen Suppressor der NIS-Genexpression, insbeson- 
dere einen Leberlipidrezeptor und/oder einen Schilddrusenhor- 
monrezeptor, antagoniert. 

Zusammensetzung nach einem der Anspruche 16 bis 22, dadurch 
gekennzeichnet, dass sie ferner einen Histondeacetylase-lnhibitor, 
insbesondere Trichostatin A und/oder ein Butyrat, enthalt. 

Zusammensetzung nach einem der Anspruche 16 bis 23, dadurch 
gekennzeichnet, dass sie ferner mindestens einen pharmakolo- 
gisch unbedenklichen Trager- und/oder Hilfsstoff umfaRt. 

Zusammensetzung nach einem der Anspruche 16 bis 24, dadurch 
gekennzeichnet, dass sie zur oralen und/oder parenteralen Verab- 
reichung vorgesehen ist 

26. Kombinationspraparat in Form eines Kits, umfassend raumlich 
voneinander getrennt die Zusammensetzung nach einem der An- 
spruche 16 bis 25, sowie mindestens eine Substanz, die durch 
den Symporter NIS in die Zellen von Karzinomen und/oder Metas- 
tasen aktiv transportiert werden kann, zur getrennten, gegebenen- 
falls zeitlich abgestuften Anwendung zur Diagnose und/oder The- 
rapie von NIS-Gen exprimierenden Karzinomen und/oder Metas- 
tases insbesondere von glandularen Karzinomen, vorzugsweise 
Speicheldrusenkarzinomen, Schilddrusenkarzinomen, Uteruskar- 
zinomen und/oder Mammakarzinomen. 
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27. Kombinationspraparat nach Anspruch 26, dadurch gekennzeich- 
net, dass die Substanz, die durch den Symporter NIS in die Zellen 
von Karzinomen und/oder Metastasen aktiv transportiert wird, ein 
Halogenid, insbesondere Jod, und/oder Technetium ist. 

28. Kombinationspraparat nach Anspruch 26 oder Anspruch 27, da- 
durch gekennzeichnet, dass die Substanz, die durch den NIS- 
Symporter in die Zellen von Karzinomen und/oder Metastasen ak- 
tiv transportiert wird, radioaktiv ist. 

29. Kombinationspraparat nach Anspruch 28, dadurch gekennzeich- 
net, dass die radioaktive Substanz das radioaktive Jod 123 l, 125 l 
und/oder 131 1 ist, welches insbesondere in Form eines Alkali- oder 
Erdalkalijodids, vorzugsweise als Natriumjodid, vorliegt. 

30. Verwendung von mindestens einem PPAR-y-Liganden und min- 
destens einem RAR- und/oder RXR-Liganden zur Herstellung ei- 
nes Diagnostikmittels zum Nachweis von Karzinomen und/oder 
Metastasen, die mindestens ein NIS-Gen exprimieren. 

31. Verwendung von mindestens einem PPAR-y-Liganden und min- 
destens einem RAR- und/oder RXR-Liganden zur Herstellung ei- 
nes Medikaments zur Behandlung von Karzinomen und/oder Me- 
tastasen, die mindestens ein NIS-Gen exprimieren. 

32. Verwendung nach Anspruch 30 oder Anspruch 31, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die Karzinome und/oder Metastasen Primar- 
tumore und/oder Metastasen von glandularen Karzinomen, insbe- 
sondere Speicheldrusenkarzinomen, Schilddrusenkarzinomen, 
Uteruskarzinomen und/oder Mammakarzinomen, sind. 
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33. Verwendung nach einem der Anspruche 30 bis 32, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass der mindestens eine PPAR-y-Ligand ein Thia- 
zolidindion, insbesondere aus der Gruppe bestehend aus Ciglita- 
zon, Pioglitazon, Rosiglitazon oder Mischungen davon, ist. 

34. Verwendung nach einem der Anspruche 30 bis 33, dadurch 
gekennzeichnet, dass der mindestens eine RAR- und/oder RXR- 
Ligand Retinsaure, insbesondere frans-Retinsaure, und/oder min- 
destens ein pharmakologisch vertragliches Derivat davon ist. 

35. Verwendung nach Anspruch 34, dadurch gekennzeichnet, dass 
das pharmakologisch vertragliche Derivat ein Salz oder ein Ester, 
insbesondere ein Ester mit einer Alkansaure mit vorzugsweise 1 
bis 4 C-Atomen, ist. 

36. Verwendung nach einem der Anspruche 30 bis 35, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass das Diagnosemittel und/oder das Medikament 
ferner mindestens einen Stoff umfasst, der eine Stimulierung 
und/oder Verstarkung einer NIS-Genexpression durch die Wirk- 
stoffe moduliert, insbesondere verstarkt, wobei vorzugsweise der 
Stoff mindestens einen Suppressor der NIS-Genexpression, ins- 
besondere einen Leberlipidrezeptor und/oder einen Schilddrusen- 
hormonrezeptor, antagoniert 

37. Verwendung nach einem der Anspruche 30 bis 36, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass der Einsatz des Diagnostikmittels und/oder 
des Medikaments fur eine Kombination mit einer Substanz, die 
durch den Symporter NIS aktiv transportiert wird, insbesondere ei- 
nem Halogenid, vorzugsweise Jod, und/oder Technetium, vorge- 
sehen ist, wobei vorzugsweise das Jod in Form eines Alkali- 
und/oder Erdalkalijodids, vorzugsweise als Natriumjodid, vorliegt. 
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38. Verwendung nach Anspruch 37, dadurch gekennzeichnet, dass 
die Substanz eine radioaktive Substanz ist, insbesondere radioak- 
tives Jod, vorzugsweise 123 l, 125 l und/oder 131 1. 

39. Verwendung nach einem der Anspruche 30 bis 38, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass eine Verabreichung des Diagnostikmittels 
und/oder des Medikaments so vorgesehen ist, dass der mindes- 
tens eine RAR- und/oder RXR-Ligand zuerst und der mindestens 
eine PPAR-Ligand nach einer angemessenen Zeit appliziert wird, 
insbesondere nach etwa einigen Stunden bis etwa einigen Tagen, 
vorzugsweise nach etwa 1 bis etwa 3 Tagen. 
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1. [xj ClaimsNos.: 

— because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely: 
SEE FURTHER INFORMATION PCT/ISA/210 



2. Q ClaimsNos.: 

because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such 
an extent that no meaningful international search can be carried out, specifically: 



3. Q^J ClaimsNos.: 

because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a). 
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This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows: 



1- Q ] As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all 
searchable claims. 

2. Q As all searchable claims could be searched without effort justifymg an additional fee, Ms Aumorityo^ 
of any additional fee. 

3 ' L] As oniy some of ^ re( l uired additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report 
covers only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos. : 



4. I I No required additional search fees were timely paid by the applicant Consequently, this international search report i 
1 — 1 restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos. : 



Remark on Protest | | The additional search fees were accompanied by the applicant's protest. 

[ | No protest accompanied the payment of additional search fees. 
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Although Claims 1-12 relate to a method for treatment of the human or 
animal body, the search was carried out on the basis of the alleged effects of 
the compound or composition. 

Although Claims 1-13 relate to a diagnostic method practised on the human 
or animal body, the search was carried out on the basis of the alleged effects 
of the compound or composition. 



Form PCT/ISA/210 



Inform 



iATIONAL SEARCH REPORT 

nf ormatlon on patent family members 



Inta^PR^f Application No 

PCT/EP 03/06435 



Patent document 
cited in search report 



Publication 



Patent family 
member(s) 



Publication 
date 



DE 19805788 



19-08-1999 DE 



19805788 Al 



19-08-1999 



W0 02055688 A 18-07-2002 CA 2434269 Al 18-07-2002 

W0 02055688 A2 18-07-2002 



Form PCT/ISA/210 (patent family annex) (July 1992) 



INTERN ATI ON 



ECHERCHENBERICHT 



lnl^^^9V^s Aktenrelchen 

PCT/EP 03/06435 
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Betr. Anspmch Nr. 



DE 198 05 788 A (LOOS) 

19. August 1999 (1999-08-19) 
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Fetd I Bemerkungen zu den Anspruchen, die sich als nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punk! 2 auf Blatt 1) 



GemaB Artikel I7(2)a) wurde aus folgenden GrOnden far bestlmmte AnsprOche keln Recherchenbertcht erstellt: 
1 - H AnsprOche Nr. 

well sle sfch auf GegenstSnde bezlehen, zu deren Recherche die Beharde nicht verpfllchtet fst, n£m\lch 

siehe Zusatzblatt WEITERE AN6ABEN PCT/ISA/210 



2. | | Ansprtlche Nr. 

well sle sich auf Teile der internationalen Anmeldung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenia entsprechen ; 
dafi eine sinnvoBe Internationale Recherche nicht durchgefQhrt werden karin, n&mlich " 



3. | | AnsprOche Nr. 

well es sich dabei um abh&nglge AnsprOche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaBt sind. 



Feld M Bemerkungen bel mangelnder Einheitiichkeit der Erflndung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1) 



Die intemationale RecherchenbehOrde hat festgestellt, daB diese Internationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthalc 



1 . I I Da der Anmelder alle erforderlichen zusatzlichen RecherchengebQhren rechtzeltig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 
1 — 1 Internationale Recherchenberlcht aul aile recherchierbaren AnsprOche. 

2. I I Da mr QMe recherchierbaren AnsprOche die Recherche ohne einen Arbeitsauftvand durchgefOhrt werden konnte, der eine 
1 — ■ zusatzliche RecherchengebQhr gerechtfertlgt hatte. hat die BehOrde nicht zur Zahlung etner solchen GebQhr aufgefordert 



3. rn Da der Anmelder nureinige der erforderiichen zusatzlichen Recherchengebahren rechtzeitlg entrichtet hat, erstreckt sich dieser 
1 — 1 Internationale Recherchenbericht nur aul die AnsprOche, fur die GebQhren entrichtet worden aind, namlich auf die 
AnsprOche Nr. 



Der Anmelder hat die erfordsrllchen zusatzlichen RecherchengebQhren nbht rechtzeltig entrichtet. Der Intemationale Recher- 
chenberlcht beschrankt sich daher auf die In den Anspruchen zuerst erwShnte Erfindung; cflese 1st In folgenden AnsprOchen er- 
faBtr 



Bemerkungen hineichtiieh eines Widerspruchs j^J Die zusatzlichen GebQhren wurden vom Anmelder unter Wlderapruch gezahlt. 

| | Die Zahlung zusatzilcher RecherchengebQhren erfolgte ohne Wlderspruch. 
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Fortsetzung von Feld 1.1 

Obwohl die Anspruche 1-12 s1ch auf ein Verfahren zur Behandlung des 
menschlichen/tierischen Korpers bezlehen, wurde die Recherche 
durchgefuhrt und grundete slch auf die angefuhrten Wirkungen der 
Verbindung/Zusammensetzung . 

Obwohl die Anspruche 1-13 sich auf ein Diagnostlzierverfahren, das am 
menschlichen/tierischen Korper vorgenommen wird, beziehen, wurde die 
Recherche durchgefuhrt und grundete sich auf die angefuhrten Wirkungen 
der Verbindung/Zusammensetzung. 
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